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RESUMO 

 
 

Wolbachia são bactérias endossimbiontes intracelulares obrigatórias conhecidas por infectar 

um vasto número de espécies de artrópodes e vermes nemátodos. O microorganismo está 

relacionado a alterações reprodutivas em seus hospedeiros tais como, feminização, 

partenogênese, morte prematura dos embriões machos e a incompatibilidade citoplasmática 

(IC). O objetivo do presente estudo foi o de obter a proteína marcadora da membrana de 

Wolbachia, a wolbachia surface protein (WSP) através da expressão recombinante desse 

peptídeo. Para tanto, foram desenhados primers específicos para a sequência WSP obtida a 

partir de hospedeiros distintos, Aedes albopictus e Solenopsis saevissima. Os procedimentos 

para a extração e amplificação foram realizados através de técnicas convencionais de reação 

em cadeia da polimerase (PCR). A sequência WSP foi então clonada em vetor (pEXP5-

CT/TOPO
®
) e utilizada para a transformar bactérias competentes (E. coli/TOP10). As 

bactérias foram selecionadas de acordo com o sucesso da transformação e a orientação da 

clonagem da sequência-alvo (frame). Para tanto, foram desenvolvidos ensaios específicos 

através da combinação de iniciadores do vetor e do inserto. Foi utilizado um sistema in vitro – 

cell free (Invitrogen) para a expressão recombinante do inserto.  O sucesso da expressão foi 

avaliado através de diversos métodos para evidenciar o peptídeo-alvo e a seguir o peptídeo 

marcador de Wolbachia foi purificado em sistema de cromatografia de afinidade em coluna de 

Níquel. No presente estudo, obtivemos pela primeira vez a síntese do peptídeo WSP 

recombinante, em sistema cell free, derivado de ambos os hospedeiros. Através da 

comparação dos produtos peptídicos foi possível confirmar a existência de diferenças 

moleculares entre eles, o que permite supor que ensaios com vistas a síntese de anticorpos 

específicos para esses marcadores poderão ser Wolbachia- hospedeiro-específicos. 
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ABSTRACT 

 

 
Wolbachia bacteria are intracellular obligatory endosymbionts known to infect a large number 

of species of arthropods and nematode worms. The organism is related to reproductive 

alterations in their hosts such as feminization, parthenogenesis, premature death of male 

embryos and cytoplasmic incompatibility (CI). The aim of this study was to obtain a 

membrane protein marker of Wolbachia, Wolbachia surface protein (WSP) by recombinant 

expression of this peptide. We designed primers specific for wsp sequence obtained from 

different hosts, Aedes albopictus and Solenopsis saevissima. The procedures for extraction 

and amplification were performed using conventional techniques of polymerase chain 

reaction (PCR). The WSP sequence was then cloned into vector (pEXP5-CT/TOPO
®
) and 

used to transform competent bacteria (E. coli/TOP10). The bacteria were selected according 

to the success of the transformation and orientation of the cloning of the target sequence 

(frame). Specific tests were developed through a combination of primers of the vector and the 

insert. We used an in vitro system – cell-free (Invitrogen) for recombinant expression of the 

insert. Successful expression was evaluated by several methods to evidence the target peptide 

and then the marker peptide of Wolbachia was purified from an affinity chromatography 

column Nickel. In this study, we obtained the first time the synthesis of WSP recombinant 

peptide in cell free system, derived from both hosts. By comparing the peptide products was 

possible to confirm the existence of molecular differences between them, which suggests that 

tests with a view to synthesis of specific antibodies to these markers may be Wolbachia-host-

specific. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Wolbachia (α-Proteobacteria, Rickettsiales): Biologia e Sistemática 

 

 

Wolbachia são bactérias endossimbiontes intracelulares obrigatórias (RASGON et al., 

2004), descritas pela primeira vez no mosquito Culex pipients (Diptera; Culicidae)  em 1924 

pelos pesquisadores Marshall Hertig e Samuel Wolbach. Entretanto, a descrição completa do 

microorganismo Wolbachia somente foi publicada 12 anos depois (HERTIG, 1936).  

Estudos indicam que aproximadamente 76% de todas as espécies de insetos estão 

infectados pela Wolbachia (JEYAPRAKASH et al., 2000). Devido ao grande número de 

espécies infectadas pelo endossimbionte, essa bactéria é considerada a forma de vida mais 

amplamente distribuída do planeta (WERREN et al., 1995a; TORTORA, 2003).  

Esse endossimbionte infecta as células reprodutivas, e como consequência, é 

transmitido de uma geração a outra, através do citoplasma da célula-ovo de seus hospedeiros 

(DUMLER et al., 2001).  Estudos recentes relatam também a ocorrência de Wolbachia em 

células da glândula salivar de mosquitos hematófagos (ZOUACHE et al., 2009).  

Embora a transmissão de Wolbachia seja predominantemente vertical, há relatos de 

transmissão horizontal intraespecífica (O‟NEILL et al., 1992; WERREN et al., 1995b; 

SCHILTHUIZEN & STOUTHAMER 1997; HEATH et al., 1999) e interespecífica (VAN 

MEER et al., 1999a; VAVRE et al., 1999; HUIGENS et al., 2000; NODA et al., 2001; 

HUIGENS et al., 2004).  

Os efeitos sobre o comportamento reprodutivo dos artrópodes hospedeiros serão 

descritos adiante, contudo a diversidade desses fenótipos reprodutivos de Wolbachia motivou 

diversos estudos, cujos objetivos foram discriminar as relações filogenéticas entre as 

diferentes cepas descritas do microorganismo. Análises comparativas de sequências obtidas a 

partir do gene 16S rDNA, tendo o gênero Ehrlichia como grupo externo, fracassaram na 

diferenciação dos clados de acordo com os fenótipos reprodutivos (ROUSSET et al., 1992). 

Entretanto, os estudos preliminares verificaram que existem apenas 3% de variação no gene 

16S, entre as diferentes cepas de Wolbachia (O´NEILL et al., 1992; STOUTHAMER et al., 

1993). A discreta variação fixada no gene 16S rDNA, pode ser a causa da impossibilidade de 

solucionar a filogenia de Wolbachia entre as cepas descritas, através desse loco. Outros genes 
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têm sido selecionados para a descrição filogenética, entre eles o gene 23S, a região 

espaçadora SR2, o gene ribossomal 5S, o gene ftsZ relacionado à regulação do ciclo celular da 

bactéria e a seqüência "operon" groE, entre outros (FIALHO & STEVENS, 1995; 1997; VAN 

MEER et al., 1999b). Embora algumas dessas sequências tenham apresentado maior nível de 

variação, não houve uma discriminação satisfatória das cepas de Wolbachia. Um significativo 

nível de variação foi descrito para o gene WSP, cujo produto gênico obtido constitui um 

peptídeo integral da membrana do microorganismo (VAN MEER et al. 1999c). 

 Através da análise comparativa de porções hipervariáveis do gene WSP, bem como da 

combinação deste com outros padrões de variação molecular, têm sido proposta a subdivisão 

do clado em ramos filogenéticos nomeados de supergrupos (LO et al., 2002). Os primeiros 

supergrupos foram descritos a partir de insetos hospedeiros, e foram nomeados de supergrupo 

A e supergrupo B (WERREN et al., 1995c). Um exemplo disso são as espécies do gênero 

Drosophila, as quais estão predominantemente infectadas pelo supergrupo A de Wolbachia, e 

frequentemente as espécies do gênero Culex estão infectadas por cepas do supergrupo B 

(ZHOU et al., 1998). Após a identificação de Wolbachia em nematóides, foram propostos os 

supergrupos C e D (BANDI et al., 1998). Outros quatro supergrupos foram descritos (E, F, G 

e H), sendo que o supergrupo E é encontrado particularmente em insetos da ordem 

Collembola (VANDEKERCKOVE et al.,1999). O supergrupo F inclui hospedeiros da ordem 

Isoptera e nematóides do gênero Mansonella (LO et al., 2002). Alguns aracnídeos são 

hospedeiros do supergrupo G, e o supergrupo H foi descrito em térmitas da ordem Isoptera 

(ROWLEY et al., 2004; BORDENSTEIN et al., 2005). 

Alguns estudos têm proposto que a Wolbachia prevalente em diferentes espécies de 

nematóides, devam constituir uma espécie distinta do endossimbionte, em relação àquela 

encontrada entre os hospedeiros artrópodes (BROWNLIE et al., 2005). Entretanto, resultados 

obtidos pelo banco de dados genômico, multilocus sequence typing (MLST) (BALDO et al., 

2006), no qual vários aspectos da variação intragenômica de Wolbachia têm sido analisados, 

inclusive padrões de recombinação, reafirmam a validade de espécie única para Wolbachia. 

No entanto, a partir de análises de tipagem de sequencia do WSP, foi proposta a reformulação 

na distribuição das cepas entre os supergrupos (BALDO et al., 2010).  

 

 

1.2 O genoma de Wolbachia 
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 Comparações entre espécies de bactérias de vida livre e as formas endossimbiontes 

evidenciaram uma redução significativa do genoma das formas endossimbiontes. Atribui-se à 

disponibilidade de metabólitos das células hospedeiras, como um dos fatores que podem ter 

reduzido a pressão seletiva sobre as muitas vias metabólicas dessas bactérias (KLASSON et 

al., 2004; WERNEGREEN 2005). O genoma completo da bactéria E. coli é de 

aproximadamente 5,5 milhões de pares de base (fonte: GenBank, no. de acesso: AE05174), no 

entanto o genoma do endossimbionte Wolbachia possui apenas um quinto desse tamanho, 

aproximadamente 1,3 milhão de pares de bases (fonte: GenBank, no. de acesso: AE017196).  

 A dependência do simbionte ao microambiente interno das células do seu hospedeiro 

explica a impossibilidade de manter culturas de Wolbachia, o que dificulta a realização de 

experimentos com o objetivo de obter quantidades expressivas do DNA genômico desse 

microorganismo (HOERAUF et al., 2007). Para a obtenção do DNA genômico do 

endossimbionte, foi necessário o desenvolvimento de diferentes métodos que pudessem 

identificar a presença desse microorganismo em seus hospedeiros. Para tanto foram 

padronizados métodos de amplificação de sequências marcadoras do microorganismo através 

da reação em cadeia da polimerase (PCR). Somente através dessa metodologia foi possível 

evidenciar de forma segura a prevalência de Wolbachia em um número vasto de espécies de 

artrópodes (WERREN et al.,1995d; WEST et al.,1998; WERREN et al., 2000).   

 

 

1.3 Os "fenótipos" reprodutivos induzidos em hospedeiros infectados 

 

 

As modificações induzidas no comportamento reprodutivo de hospedeiros infectados 

por Wolbachia são comumente denominadas „fenótipos‟ reprodutivos. Os simbiontes podem 

induzir alterações tais como a feminização de machos, partenogênese, a morte prematura dos 

embriões machos e a incompatibilidade citoplasmática (IC) (WERREN 1997; 

STOUTHAMER et al., 1999).  

A presença de um microorganismo citoplasmático associado com a feminização do 

isópodo Armadillidium vulgare foi inicialmente proposta em 1973 (MARTIN et al.). Estudos 

posteriores indicaram que a possibilidade do desenvolvimento de fêmeas a partir de machos 

genéticos, poderia ser determinado pela ação da Wolbachia (ROUSSET et al., 1992). A 

feminização induzida pela Wolbachia foi documentada mais comumente em espécies de 
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isópodos terrestres, através da inibição do desenvolvimento das glândulas androgênicas nesses 

insetos (AZZOUNA et al., 2004). Esse endossimbionte foi identificado como pertencente ao 

supergrupo B de Wolbachia, porém não há evidências de que o clado B esteja correlacionado 

ao „fenótipo‟ da feminização nas espécies de isópodos terrestres ou em outras espécies 

(BOUCHON et al., 1998).   

A feminização tem sido considerada a estratégia mais benéfica para um 

microorganismo maternalmente herdado, como a Wolbachia. A conversão dos machos da 

descendência em fêmeas infectadas aumenta a transmissão potencial de Wolbachia para a 

geração seguinte (HOERAUF & RAO 2007). No entanto, a feminização constitui um 

„fenótipo‟ raro entre os „fenótipos‟ que a Wolbachia induz em seus hospedeiros. Nos 

artrópodes, apenas duas ordens foram relatadas como "portadoras" de microorganismo 

indutores desse „fenótipo‟, sendo o primeiro relato em insetos da Ordem Lepidoptera (Ostrina 

scapulalis) (KAGEYAMA et al., 2002).   

A partenogênese induzida pela Wolbachia foi descrita apenas para as espécies 

haplodiplóides, onde as fêmeas (diplóides) se desenvolvem a partir de ovos fertilizados e os 

machos (haplóides) a partir de ovos não fertilizados. A partenogênese é descrita em três 

Ordens de artrópodes: Hymenoptera (vespas), Thysanoptera (lacerdinhas) e Acari (ácaros) 

(ARAKAKI et al., 2001; MORITZ 1997). Durante a indução da partenogênese em vespas do 

gênero Trichogramma e Leptopilina (L. clavipes), a anáfase de ovócitos não fertilizados é 

interrompida durante a primeira divisão mitótica, resultando em um núcleo diplóide 

(feminino) (PANNEBAKKER et al., 2004; STOUTHAMER et al., 1994). Entretanto, em 

vespas Muscidifurax uniraptor, a primeira divisão mitótica ocorre normalmente, resultando 

em dois núcleos haplóides (machos). Esses núcleos podem então ser duplicados e não se 

dividirem mais, há restauração da diploidia, resultando no desenvolvimento de fêmeas 

(GOTTLIEB et al., 2002). Ainda não está claro se esses são os mecanismos de uma pré-

duplicação da meiose ou da partenogênese (WEEKS et al., 2001a).  

A morte prematura de embriões machos induzida pela Wolbachia foi descrita em 

quatro diferentes Ordens de artrópodes, na espécie Cordylochernes scorpioides de pseudo-

escorpiões pertencente a Ordem Pseudoscorpiones (Arachnida) (ZEH et al., 2005). Na Classe 

Insecta, a morte prematura de machos ocorre entre os dípteros (Drosophila bifasciata e 

Drosophila innubia) (HURST et al., 2000; DYER et al., 2004), os coleópteros (Tribolium 

madens [FIALHO et al., 2000] e Adalia bipunctata [MAJERUS et al., 2000]) e os 

lepidópteros (Acrea encedon [JIGGINS et al., 2000] e O. scapulalis [KAGEYAMA et al., 

2004]). Alguns autores acreditam na hipotese de que a morte prematura dos machos nada mais 
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é do que a tentativa mal sucedida da feminização induzida pela Wolbachia em seus 

hospedeiros (NEGRI et al., 2010).  

A incompatibilidade citoplasmática (IC) é um dos efeitos mais proeminentes que a 

Wolbachia impõe aos hospedeiros artrópodes, ocasionando a inviabilidade na fusão dos pró-

núcleos masculino e feminino, durante o cruzamento de hospedeiros infectados por cepas 

diferentes (DONG et al., 2006). Foram descritos dois tipos de IC induzida pela Wolbachia, a 

IC unidirecional, que ocorre quando hospedeiros machos infectados não conseguem fertilizar 

fêmeas da mesma espécie, porém não infectadas. E a IC bidirecional ocorre quando 

hospedeiros machos e fêmeas estão infectados com cepas distintas de Wolbachia. Esses 

fenótipos foram descritos em inúmeras Ordens de insetos e também em isópodos e ácaros 

(LEGRAND et al., 1980; NODA, 1984; WADE & STEVES, 1985; HOFFMANN, 1988; 

MERÇOT et al., 1995; PERROT-MINNOT et al., 1996; BREEUWER, 1997). 

Pelo menos oitos Ordens de artrópodes foram descritas com esse „fenótipo‟: Acari 

(BREEUWER et al., 1996), Coleoptera (WADE et al., 1985), Diptera (YEN et al., 1973), 

Isopoda (MORET et al., 2001), Lepdoptera (BROWER, 1976), Hymenoptera (REED et al., 

1995), Homóptera (HOSHIZAKI et al., 1995) e Orthoptera (KAMODA et al., 2000).  

 

 
Figura 1 –Modelo molecular hipotético de uma proteína transmembrana. 

                          Fonte: Neil A. Campbell (2008). 

 

 

1.4 A Proteína WSP  

 

 

Estudos têm relado que em artrópodes infectados pela Wolbachia, há uma elevada 

expressão da proteína WSP (Wolbachia surface protein) a partir de células do microorganismo 
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(BRAIG et al., 1998). Devido a esse fato, há grande interesse em métodos de coloração e 

purificação da Wolbachia a partir do tecido de seu hospedeiro utilizando a proteína WSP 

como marcador específico (BAZZOCCHI et al., 2000a). A proteína de superfície da WSP é 

complexa e constitui parte integrante da membrana (ver modelo molecular, Figura 1) celular 

do simbionte (SERBUS et al., 2008). 

 Foi identificada primeiramente nos endossimbiontes que infectam o gênero 

Drosophila spp (BRAIG et al., 1998). Esse peptídeo tem sido relatado como fator de 

interação entre o hospedeiro e o endossimbionte (ZHOU et al., 1998; BALDO et al., 2002). A 

partir dessa interação hospedeiro/simbionte foi demonstrado que o peptídeo WSP possui 

quatro regiões hipervariáveis distintas, intercaladas por sequências de aminoácidos 

conservadas (BALDO et al., 2005). Essas regiões hipervariáveis podem ocorrer devido a 

eventos que envolvem a recombinação do gene da proteína com o DNA do hospedeiro, porém 

esses eventos de recombinação de DNA em cepas de Wolbachia, continuam desconhecidos 

(BALDO et al., 2010).  

As proteínas de superfície nas bactérias são frequentemente estudadas, devido à 

utilização desses como antígenos (RAVI et al., 2009). Estudos experimentais realizados por 

Brattig e seus colaboradores (2004), demonstraram que a proteína WSP pode ativar a resposta 

imune inata em seres humanos, desencadeando uma resposta inflamatória para filarioses 

humana e canina (PORKSAKORN et al., 2007). Bazzocchi e seus colaboradores (2007) 

verificaram a presença do peptído wsp atuando na inibição da apoptose em células 

polimorfonucleares, tipicamente envolvidas na resposta imune inata contra microorganismos. 

É possível indicar que o peptídeo WSP constitui um „ponto-chave‟ da infecção do simbionte 

através da inibição da apoptose (SIOZIOS et al., 2008). Relatos indicam que a proteína de 

membrana da Wolbachia (WSP) derivada de hospedeiros filariais, também induziu uma 

resposta específica para a síntese de IgG em gatos (BAZZOCCHI et al., 2000b). 

 

 

1.5 Hospedeiros do endossimbionte Wolbachia  

   

 

 A seguir relatamos dois hospedeiros a partir dos quais foram selecionadas as amostras 

experimentais de Wolbachia utilizadas no presente estudo. 
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1.5.a Solenopsis saevissima 

 

 

 O gênero Solenopsis, conhecido como „formiga de fogo‟ é nativo da América do Sul 

(SUAREZ et al., 1999) e tem sido frequentemente estudado desde a sua introdução no sul dos 

Estados Unidos, onde tornou-se uma importante praga urbana (KRIEGER & KELLER, 

1997). Alguns estudos mostram que em muitas espécies de formigas ocorre a infecção pela 

Wolbachia (AHRENS et al., 2005; VAN BORM et al., 2003). Evidências de infecção remota 

entre os gêneros de formigas, em comparação com outros grupos de artrópodes, têm sido 

relatadas (BOUWMA et al., 2006). A espécie S. saevissima foi recentemente descrita como 

hospedeiro do endossimbionte (SOUZA et al., 2009). 

 Com base na análise comparativa entre as sequências obtidas a partir do gene WSP 

verifica-se que diversas espécies de formigas do Novo Mundo estão infectadas pela 

Wolbachia, porém são portadoras de variantes genéticas do simbionte (TSUTSUI et al., 

2003).  

  

 

 1.5.b Aedes albopictus 

 

 

 O mosquito Aedes albopictus é nativo do Pacífico Sul e do sudeste da Ásia. Foi 

introduzido na América do Sul e nos Estados Unidos nos anos 90 (KAMBHAMPATI et al., 

1991a, 1991b). Wright e Barr (1980) notificaram pela primeira vez a infecção de Wolbachia 

em Ae. albopictus, através do estudo em mosquitos coletados na Tailândia. Esses autores 

relataram à presença do endossimbionte no ovário dos mosquitos. Como indicado 

anteriormente, através da utilização de sondas de oligonucleotideos foi relatado pela primeira 

vez à presença da Wolbachia no citoplasma celular de lóbulos das glândulas salivares de Ae. 

albopictus (ZOUACHE et al., 2009).  

A múltipla infecção por diferentes supergrupos de Wolbachia em Ae. albopictus foi 

verificada em diversos estudos realizados através de homogeneizados dos mosquitos 

submetidos a análise em sistemas PCR (SINKIS et al., 1995; ZOUACHE et al., 2009). Foi 

relatado que a prevalência de múltipla infecção de Wolbachia em Ae. albopictus é de 96% 

(KITTAYAPONG et al., 2000; KITTAYAPONG et al., 2002).  

Em ambos os hospedeiros, S. saevissima e Ae. albopictus, estudos têm demonstrado a 
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incompatibilidade citoplasmática bidirecional (KAMBHAMPATI et al., 1993).  

 

 

1.6 Síntese de peptídeo recombinante 

 

 

Inúmeras proteínas recombinantes foram aprovadas pelo FDA (Food and Drug 

Administration) para o uso em diversas terapias, enquanto que muitas outras encontram-se em 

fase de ensaios clínicos. Devido à elevada demanda para a produção de proteínas 

recombinantes, esforços estão sendo realizados para aumentar o rendimento e a eficiência de 

produção dessas proteínas (MARTÍNEZ et al., 2009). Até o momento, a produção desses 

peptídeos depende, sobretudo de culturas de células tolerantes à transfecção e capazes de 

expressar de modo eficiente a sequência recombinante. Entretanto, a superexpressão de 

proteínas em células mantidas em culturas, geralmente resulta em um estresse nutricional nas 

células hospedeiras (VILLA et al., 2009) o que pode limitar consideravelmente a capacidade 

de produção dessas células. Além disso, estudos verificaram que há um significativo aumento 

nas taxas de erro durante a síntese dos peptídeos (WEN et al., 2009).  

E.coli tem sido preferencialmente utilizada em ensaios para clonagem e expressão de 

peptídeos recombinantes, devido a sua simplicidade de manuseio e o baixo custo de 

manutenção das colônias (MAKRIDES 1996; BANEYX 1999; CASWELL et al., 2009). Os 

peptídeos recombinantes são sintetizados através de diferentes linhagens de E. coli (BLOUNT 

et al., 2008). 

 A utilização de E. coli para a superexpressão de proteínas recombinantes pode não ser 

indicada, devido a vários aspectos relacionados à biologia da síntese, tais como formação de 

corpos de oclusão, precipitados de proteínas de baixa solubilidade e a eventual toxicidade da 

proteína sintetizada para a bactéria (SAHDEV et al., 2008). Devido a esses e outros 

obstáculos, novos experimentos têm procurado utilizar outros microorganismos em cultura 

para a síntese do peptídeo recombinante (WAGNER et al., 2006). Entre as células utilizadas 

para a expressão de DNA recombinante são empregadas culturas de leveduras (LI et al., 

2004). As espécies mais utilizadas são Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris, devido a 

facilidade de manipulação e transfecção dessas células em cultura (LI et al., 2007). Além 

disso, S. cerevisiae são frequentemente empregados, devido ao vasto conhecimento relativo à 

sua biologia e a organização molecular (ZHU et al., 2009).    
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 As culturas de células de mamíferos têm sido utilizadas devido à maior eficiência para 

a produção do peptídeo recombinante (MUNOZ et al., 2009). Alguns estudos têm procurado 

selecionar diferentes linhagens de células de mamíferos, as quais podem resultar em maior 

fidelidade de expressão e síntese da proteína recombinante (IBBA et al., 1999). Entretanto, 

análises observaram que durante a superexpressão de proteínas recombinantes nessas células, 

também há significativos erros traducionais, resultando em substituição de aminoácidos na 

cadeia peptídica (PUNGINELLI et al., 2004). Em razão da considerável frequência de erro 

durante a síntese, novas técnicas estão sendo desenvolvidas para reparação (WEN et al. 

2009).  

 A obtenção da proteína recombinante a partir de métodos convencionais de expressão 

em cultura de células, depende da utilização de diversos tipos de vetores comerciais. Durante 

a clonagem da sequência de interesse em microorganismos é necessária a utilização de um 

vetor de expressão específico (MALACINSKI 2005), muitos dos quais são exclusivos para 

certas linhagens celulares (HALLEZ 1995).   

 

 

1.7 Síntese de peptídeo recombinante in vitro sem a utilização de culturas de 

células 

 

  

 Nirenberg e Matthaei (1961) desenvolveram os primeiros estudos relativos à síntese de 

proteínas cell-free. Apesar dos resultados preliminares terem sido inexpressivos em relação à 

síntese de peptídeos recombinantes, a técnica auxiliou na compreensão dos mecanismos 

evolutivos da tradução dos mRNAs em polipeptídeos funcionais (SPIRIN 2002). Avanços 

foram introduzidos nos protocolos experimentais e atualmente é possível obter um peptídeo 

recombinante similar àquele produzido em condições celulares, com as modificações pós-

traducionais, bem como a inserção dos elementos protéicos em membranas lipídicas sintéticas 

(KATZEN et al., 2008).  

 Esses sistemas de tradução in vitro baseiam-se no princípio de que a integridade 

celular não é necessária para a síntese de uma proteína (JERMUTUS et al., 1998). 

Experimentos têm demonstrado que lisados celulares oriundos de qualquer organismo, são 

potencialmente capazes de fornecer a maquinaria sintética de tradução, enzimas e tRNA, os 

quais em combinação com aminoácidos e ATP resultarão na síntese de peptídeos funcionais  
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(SHIMIZU et al. 2001). Atualmente, esses sistemas foram adaptados e podem apresentar 

rendimentos significativos para a expressão de proteína recombinante (KLAMMT et al., 

2004). A facilidade do manuseio se deve ao uso de enzimas que potencializam a ação da RNA 

polimerase em associação com vetores de expressão, ao invés de mRNAs purificados (KIM et 

al. 2002). Devido a esses progressos, a técnica pode ser aplicada em análises proteômicas 

funcionais e estruturais (JACKSON et al. 2004). 
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2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Obtenção da porção extracelular da proteína WSP derivada do endossimbionte 

Wolbachia, através de expressão recombinante; 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

· Verificar a viabilidade de obtenção recombinante do marcador WSP a partir de 

homogeneizados brutos de hospedeiros infectados; 

 Seleção e clonagem em vetor da sequência WSP, marcadora do microorganismo; 

· Seleção e desenvolvimento de protocolos para evidenciar a orientação correta da 

inserção; 

· Aplicação de metodologia de expressão de peptídeo recombinante em sistema in vitro 

cell-free; 

·  Análise de parâmetros metodológicos relativos à eficiência do sistema cell-free de 

expressão; 

·  Seleção de protocolos para evidenciar a expressão do peptídeo recombinante; 
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3.  Método 

 

 

3.1 Amostras 

 

 

 O segmento extracelular do gene WSP marcador do endossimbionte Wolbachia, foi 

obtido a partir de diferentes insetos hospedeiros. Para tanto, foram efetuadas coletas de 

espécimes da formiga Solenopsis saevissima (Hymenoptera; Formicidae) e do mosquito 

hematófago Aedes albopictus (Diptera; Culicidae). Ambos são hospedeiros naturais do 

endossimbionte, contudo estão infectados por cepas distintas do microorganismo (SOUZA et 

al. 2009). Os experimentos foram desenvolvidos, em sua maioria, no Laboratório de Genética 

Apliacada a Hospedeiros e Simbiontes – NCA/UMC. 

   

 

 3.1.1 Hospedeiro Solenopsis saevissima 

 

   

 As coletas de formigas S. saevissima foram realizadas no parque do Ibirapuera no 

município de São Paulo (23º35"04"S; 46º39"45"W), em Outubro de 2008. Exemplares foram 

obtidos a partir de dois ninhos, os quais foram mantidos em um recipiente contendo aberturas 

na parte superior para circulação de ar. No laboratório, os ninhos foram mantidos sob 

umidade, ventilação e luminosidade artificial, até o momento do uso. Exemplares (N=50) 

foram sacrificados em microtubo de 1,5mL contendo etanol (70%) e em seguida identificados 

e conservados no freezer (-20C). Os demais exemplares foram sacrificados e descartados. A 

identificação taxonômica dos exemplares foi efetuada no Laboratório de Mirmecologia/NCA-

UMC, por comparação com exemplares depositados pelo Prof. Dr. J.H.C. Delabie, da 

CEPLAC (Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira). 

Quando constatada a ausência de infecção pelo endossimbionte Wolbachia, os 

espécimes foram descartados. 
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 3.1.2 Hospedeiro Aedes albopictus  

 

 

 As amostras de mosquitos Ae. albopictus foram fornecidas pelo Serviço de Vigilância 

Epidemiológica do município de Santa Isabel/SP (23 19 03"S; 46 13 24"W), no mês de 

dezembro de 2008. Larvas e pupas foram coletadas através de armadilhas de oviposição, 

denominadas de ovitraps. As formas imaturas foram mantidas em um recipiente contendo 

água não clorada no interior de gaiolas entomológicas. As gaiolas foram mantidas em 

temperatura ambiente no Laboratório de Genética Aplicada a Hospedeiros e Simbiontes 

NCA/UMC. Após a emersão da forma adulta, os mosquitos foram coletados com aspiradores 

entomológicos e sacrificados no interior de frascos de 50mL colocados em freezer (-80C) 

por 10 minutos (N=50). A identificação dos animais foi realizada no próprio laboratório e 

após a confirmação da espécie, foram conservados em microtubo de 1,5mL contendo etanol 

(70%) e mantidos no freezer (-20C) até o momento do uso. 

 

 

3.2 Obtenção da sequência parcial do gene WSP 

 

 

 3.2.1 Extração 

 

 

Os hospedeiros, formigas e mosquitos, foram macerados e homogeneizados em 

tampão de extração. O protocolo de extração foi adaptado a partir de Sambrook et al. (1989). 

O DNA foi ressuspendido em 30L de tampão TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,0), 

após incubação com RNAse (1h à 37
o
C) e foi armazenado à –20

o
C.  

Antes da reação de amplificação as amostras resultantes da extração foram examinadas 

em gel de agarose 1% para verificar a integridade do DNA extraído. 

 

 

 3.2.2 Amplificação 
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 O gene WSP foi amplificado somente na porção correspondente ao segmento 

peptídico extracelular. Essa porção do gene denominada de região hipervariável equivale à 

610pb (sítio 81 ao sítio 691). 

 A amplificação foi obtida a partir dos iniciadores 81F, (5' TGG TCC AAT AAG TGA 

TGA AGA AAC 3') e 691R (5' AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3') (ZHOU et al., 

1998).  

 Como controle da reação de amplificação do DNA, foram utilizados Iniciadores 

específicos para artrópodes, o iniciador 28S rDNAF (5' CCC TGT TGA GCT TGA CTC 

TAG TCT GGC 3') e 28S rDNAR (5' AAG AGC CGA CAT CGA AGG ATC 3') 

(REUMONT et al; 2009). 

 A reação de amplificação foi executada em 50L de volume final, contendo 5L da 

solução de extração contendo o DNA da amostra, tampão PCR contendo 50mM de MgCl2, 

10mM dNTP, 20M de cada iniciador e 5L da enzima TaqDNA polimerase (Invitrogen). O 

controle negativo consistiu em uma reação de amplificação não contendo o DNA da amostra, 

incluído em todas as reações de PCR realizadas. O programa do termociclador (ESCO - Swift 

Mini) foi configurado conforme tabela 1 (PCR - Obtenção do segmento). 

 

 

Tabela 1 - Quadro descritivo dos programas de amplificação de diferentes 

sequências em sistema Polymerase Chain Reaction. 

 
 

PCR - Obtenção do segmento 

 

Iniciador WSP 

 

 691 R 

 81 F/Kozak 

 

Desnaturação 94C por 2 minutos, seguido 

de 35 ciclos de 94C por 1 minuto, 56C por 

30 segundos, 72C por 1 minuto e elongação 

final à 72C por 7 minutos. 

 

Iniciador T7 
 

 Forward 

 Reverse 

 

Desnaturação 95C por 5 minutos, seguido 

de 30 ciclos de 95C por 45 segundos, 53C 

por 1 minuto, 72C por 1 minuto e 30 

segundos e elongação final à 72C por 8 

minutos. 

 

 

PCR – Colônia 
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Iniciador WSP 

 691 R 

 81 F/Kozak 

 

Desnaturação 94C por 15 minutos, seguido 

de 25 ciclos de 94C por 1 minuto, 56C por 

30 segundos, 72C por 1 minuto e elongação 

final à 72C por 15 minutos. 

 

Iniciador T7 
 

 Forward 

 Reverse 

 

Desnaturação 94C por 15 minutos, seguido 

de 25 ciclos de 95C por 45 segundos, 53C 

por 1 minuto, 72C por 1 minuto e 30 

segundos e elongação final à 72C por 5 

minutos. 

 

 

 

PCR - Determinação da orientação da ligação do gene no vetor 
 

Iniciadores 

 

 691 R 

 T7 F 

 

Desnaturação 94C por 15 minutos, seguido 

de 25 ciclos de 95C por 45 segundos, 53C 

por 1 minuto, 72C por 1 minuto e 30 

segundos e elongação final à 72C por 5 

minutos. 

 

 

Iniciadores 
 

 T7 R 

 81 F/Kozak 

 

Desnaturação 94C por 15 minutos, seguido 

de 25 ciclos de 95C por 45 segundos, 53C 

por 1 minuto, 72C por 1 minuto e 30 

segundos e elongação final à 72C por 5 

minutos. 

 

 

 

PCR – Sequenciamento 

 

Iniciadores  

 

 691 R 

 T7 F 

 81 F/Kozak 

 

 

 

Desnaturação 96C por 1 minutos, seguido 

de 30 ciclos de 96C por 20 segundos, 52C 

por 20 segundos, 60C por 4 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3.2.3 Adição do segmento Kozak e do sítio de iniciação de transcrição 

 

 

 Quando a amplificação objetivou os experimentos relativos à expressão do segmento 
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peptídico, um novo iniciador „81F‟ foi desenhado e nele foi acrescido o segmento de Kozak 

(KOZAK, 1978; KOZAK, 2002), o qual inclui o códon de iniciação. A sequência iniciadora 

81F/Kozak foi então utilizada para a amplificação (5' GCC ACC ATG G TGG TCC AAT 

AAG TGA TGA AGA AAC 3'). 

 

 

3.3 Obtenção de E. coli-competente transformada pelo vetor pEXP5-

CT/TOPO


 

 

 

 3.3.1 Ligação  

  

 

 Foram adicionados 4L do produto da PCR, 1L de solução salina (1,2M NaCl, 

0,06M MgCl2) e 1L do vetor pEXP5-CT/TOPO


(Invitrogen). O homogeneizado 

permaneceu por 5 minutos em repouso, em temperatura ambiente. A solução, contendo o 

vetor e o inserto, foi armazenada em freezer a -20C. 

 

 

3.3.2 Transformação 

 

 

 Em microtubos de 1,5mL foram adicionados 6L do produto da reação de ligação e 

50L de bactérias competentes (TOP10 - Invitrogen). O homogeneizado foi incubado no gelo 

por 30 minutos e em seguida foi colocado por 1 minuto em termobloco a 42C e após o 

choque térmico voltou ao gelo. Foi então adicionado 250L do meio de cultura SOC 

(fornecido pelo kit - Invitrigen) e transferido para o termobloco com temperatura de 37C e 

agitação de 350rpm por uma hora. Enquanto isso, placas de Petri contendo o meio de cultura 

LB-Agar/AMP foram secas em estufa por 30 minutos. Após uma hora, as bactérias foram 

semeadas. 

 

 

 3.3.3 Plaqueamento 
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 Foram diluídos 9,6g de meio de cultura LB Agar (Invitrogen) em 300mL de água 

Milli-Q e o homogeneizado foi autoclavado. No homogeneizado autoclavado foram 

adicionados 200L de ampicilina (200mg/mL) (GIBCO). Em placas de Petri foram 

adicionados os meios de cultura LB-Agar/AMP e as placas ficaram expostas a luz UV por 

uma hora. 

  Foram semeados 50L da reação de transformação em placas de Petri contendo meio 

de cultura LB Agar/AMP e espalhados com pérolas de vidro. O crescimento das colônias 

ocorreu em estufa bacteriana a 37C por 18 horas. 

  

 

3.3.4 Seleção das Colônias 

 

 

 Foram selecionadas 30 colônias de cada placa e submetidas a duas etapas: 

 Semeadas em placas de Petri numerada 

 As colônias selecionadas foram semeadas em placa de Petri contendo meio de cultura 

LB-Agar/AMP, previamente numeradas e em seguida, colocadas na estufa durante 18 

horas a 37C. 

 Amplificação do inserto a partir das colônias  

 As colônias selecionadas e semeadas em placas numeradas foram submetidas à reação 

de amplificação, através da combinação de iniciadores específicos para o vetor e para o 

inserto (Tabela 1 - PCR - Colônia).  

 

 

3.4. Determinação da orientação do inserto 

   

 

 Para a determinação da orientação do inserto no vetor, a partir da reação em cadeia da 

polimerase utilizando o  programa do termociclador (ESCO - Swift Mini) configurado de 

acordo com a tabela 1 (PCR - Determinação da orientação), foram utilizados os 

iniciadores para o segmento WSP e para o vetor. 

 A confirmação da orientação foi possível através da análise do produto amplificado. 

De acordo com a obtenção de um produto na reação de amplificação e do tamanho do 
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segmento amplificado, foi possível determinar a orientação do inserto. A figura 2 ilustra 

os possíveis produtos amplificados nas reações de amplificação de acordo com as 

hipóteses de inserção do inserto e da orientação de inserção. A amplificação do fragmento 

de gene WSP, a partir do sítio 81 até o sítio 691, incluída a adição do segmento de Kozak, 

totalizam 620pb.  Desse modo o produto amplificado esperado foi ilustrado na figura 2A. 

A hipótese de amplificação do vetor pEXP5-CT/TOPO sem o inserto, utilizando os 

iniciadores T7F (5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´) e T7R (5'-

ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTC-3') está ilustrada na figura 2B, cujo produto 

esperado é de aproximadamente 230pb. Assim a amplificação do vetor pEXP5-CT/TOPO 

contendo o inserto gene WSP associado ao Kozak deverá  totalizar 850pb, conforme 

apresentado na figura 2C. 

 

  
Figura 2 – Representação de reações de amplificação. A - fragmento do gene wsp com 620pb; B - 

fragmento do vetor pEXP5-CT/TOPO sem o inserto com 230pb; C - fragmento do vetor pEXP5-CT/TOPO 

ligado ao fragmento do gene wsp, com 850pb. 
 

 

 

 A figura 3 ilustra os possíveis resultados da reação de amplificação utilizando 

conjuntos de iniciadores para a confirmação da orientação do inserto no vetor pEXP5-

CT/TOPO. A ilustração da amplificação utilizando os iniciadores T7F e 691R em 

conjunto, deverá resultar em um produto de aproximadamente 700pb (Figura 3A). A 

amplificação através do conjunto de iniciadores T7R e 81F/Kozak, totalizará um 

segmento de 769pb, (Figura 3B). 
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Figura 3 – Representação da combinação de iniciadores na reação de amplificação. A - fragmento do vetor 

clonado, amplificado com a combinação de iniciadores T7 F e 691 R com 701pb; B - fragmento do vetor 

clonado, amplificado com a combinação de iniciadores T7 R e 81 F/Kozak com 769pb. 

 

 

3.5 Extração do vetor 

 

 

As colônias positivas, cuja (i) inserção foi positiva e a (ii) orientação do inserto foi 

correta, foram selecionadas a partir das placas numeradas. As colônias selecionadas foram 

mantidas em 5mL de meio LB líquido (Invitrogen) acrescido de AMP (200mg/mL) a 37C, 

sob agitação de 350rpm por 12 horas. Em seguida, as bactérias foram separadas em 

microtubos de 1,5mL e centrifugadas a 10.000rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado. O precipitado foi ressuspendido em 100µL da Solução A (0,05mM Glicose; 1M 

TrisHCl pH 8,0; 0,5M EDTA; 0,2mg RNAse), depois de homogeneizado, foi adicionado 

200µL da Solução B (20% SDS; 10N NaOH) e homogeneizado por inversão. Imediatamente 

foi adicionado 200µL da Solução C (3M Acetato de potássio; 5M ácido acético) e 

homogeneizado por inversão. Após permanecer em repouso no gelo por 30 minutos, foi 

centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos à 10ºC. Foram transferidos 400µL do sobrenadante 

para novo microtubo de volume 1,5mL e adicionado 30µL de isopropanol (PA). O 

homogeneizado foi novamente centrifugado durante 5 minutos a 13.000 rpm a 10ºC. O 

sobrenadante foi então descartado e adicionado ao precipitado 500µL de etanol (70%) gelado, 

e homogeneizado por inversão. Após centrifugar por 7 minutos a 4ºC e 13.000 rpm, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com 20µL de água Milli-Q 

autoclavada (SAMBROOK et al., 1989). O produto foi armazenado no freezer a -20C até o 

momento do uso. 
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3.6 Sequenciamento 

 

 

3.6.1 Purificação 

 

 

Para a purificação do produto da extração do vetor foi utilizado o kit de Purificação 

QIAquick


 PCR (Quiagen). 

Em microtubo de 1,5mL foram adicionados 20µL do produto de reação da extração do 

vetor e em seguida adicionado cinco vezes desse volume, o tampão PB, fornecido pelo kit e 

em seguida homogeneizado. A coluna (QIAquick) foi colocada em um microtubo de 2 mL e o 

homogeneizado foi adicionado à coluna e centrifugado por um minuto à 13.000 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado à coluna 750µL do tampão PE 

fornecido pelo kit. Centrifugou-se novamente por um minuto à 13.000rpm e novamente o 

sobrenadante foi descartado. A coluna foi centrifugada, nas mesmas condições, no interior de 

um microtubo de 1,5mL. 

 Para a eluição do DNA foram adicionados no centro da coluna 20µL do tampão EB 

(10mM Tris HCl, pH 8.5) e em seguida centrifugado à 13.000 rpm por um minuto.  

O produto da purificação foi armazenado no freezer à -20C até o momento do uso. 

 

 

3.6.2 Reação 

 

 

 Em um microtubo de 0,2mL foram adicionados 2µL do produto da purificação, 3µL 

de tampão Save Money, 2µL de Big Dye (Applied Biosystem), 1µL do iniciador 691R (5' 

AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3'), 1µL do iniciador T7F (5'  TAA TAC GAC TCA 

CTA TAG GG 3')  e 2µL de água Milli-Q autoclavada. Para confirmação da inserção do 

segmento de Kozak, foi utilizado somente o iniciador 81F/Kozak (5' GCC ACC ATG G TGG 

TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC). O homogeneizado foi submetido ao programa de 

sequenciamento no termociclador, segundo os  parâmetros descritos na tabela 1 (PCR - 

Sequenciamento). 
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3.6.3 Precipitação 

 

 

 O produto da reação de sequenciamento foi transferido para um microtubo de 1,5mL 

contendo 80µL de isopropanol 75% e deixado em repouso por 10 minutos à temperatura 

ambiente. O homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos à 3000rcf e o sobrenadante 

descartado. Foi adicionado ao precipitado 200µL de etanol 70% e submetido a centrifugação 

por 2 minutos à 3000rcf. O sobrenadante foi descartado e as reações foram secas em 

evaporador centrífugo (Speed Vac) por 15 minutos. 

As amostras foram submetidas ao sequênciador ABI PRISM - 3100 Analyzer, no 

Laboratório de Genômica Estrutural - NIB/UMC. 

  

 

3.7 Análises de Fotometria  

 

 

 Após a extração do vetor, as amostras foram submetidas à análises de fotometria 

(=260/280), no espectrofotômetro (NanoDrop3300) para quantificação do DNA em ng/µL 

no Laboratório de Genômica Estrutural - NIB/UMC. 

 

 

3.8 Expressão da proteína recombinante 

 

 

 3.8.1 Expressway Cell-Free E. coli Expression System 

 

 

 O Expressway Cell-Free E. coli Expression System (Invitrogen) foi desenvolvido para 

a transcrição e tradução do DNA-alvo para proteína em uma única reação in vitro. 

 Esse sistema utiliza um extrato otimizado de E. coli, em tampão de reação contendo 

um sistema de regeneração do ATP e aminoácidos que permitem a síntese da proteína 

recombinante de interesse aumentando a  estabilidade do DNA durante a transcrição e 

tradução. Esse sistema contém a enzima RNA polimerase, a qual reconhece o promotor T7 do 



33 
 

vetor, e outros componentes otimizados para a melhor expressão do DNA-alvo. 

  Após o inicio da reação de síntese, é adicionado um tampão complemento contendo 

uma mistura de sais, aminoácidos e outros substratos que podem ser esgotados ou degradados 

durante a reação de síntese do peptídeo recombinante. A adição desse tampão permite a 

continuação da síntese da proteína recombinante em um sistema cell-free durante no máximo 

6 horas.   

 

 

 3.8.2 Utilização do Kit 

 

 

As amostras selecionadas para o ensaio de expressão do peptídeo foram aquelas que 

apresentaram maior concentração do vetor contendo o inserto. Para uma concentração mínima 

de 500ng/µL foram adicionados 20µL de extrato de E. coli, 20µL  de tampão de reação, 

fornecido com o kit, 1,25µL  de aminoácidos, 1µL  de metionina, 1µL  de enzima T7 mix, 

fornecido com o kit, e o volume final de 50µL  foi ajustado com água Milli-Q autoclavada em 

microtubos de 1,5mL. A solução foi incubada por 30 minutos à 35C e sob agitação de 

300rpm.  

 Enquanto isso, foi preparada a reação do tampão complemento contendo 25µL  de 

tampão complemento fornecido com o kit, 1,25µL de aminoácidos, 1µL de metionina e o 

volume final de 50µL foi ajustado com água Milli-Q autoclavada. Após os 30 minutos de 

incubação, o tampão complemento foi adicionado aos tubos contendo as amostras e, 

permaneceu por 6 horas no termobloco à 35C e sob agitação de 300rpm. 

 

 

 3.8.3 Precipitação do peptídeo  

 

 

 Para verificação da síntese do peptídeo foram adicionados em 5µL das amostras 20µL 

de acetona, e em seguida foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos a 12.000 rpm. 

O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o precipitado foi ressuspendido em 20µL de 

tampão 1X SDS-PAGE (Tris HCl 0,5M, pH 6.8; Glicerol, -mercaptoetanol; Azul de 

bromofenol e SDS). O mesmo foi incubado a 75C no termobloco por 15 minutos e estocado 
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em refrigerador à -20C. 

 

 

3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida  

 

 

 Um volume de 10µL de cada uma das amostras precipitadas foram submetidos a 

eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), conforme método descrito por Laemmli 

(1970). Para este experimento foi utilizado o tampão de corrida Tris-Glicina (0.125M, pH 

8.2). As condições de corrida foram 10mA iniciais, até as amostras passarem do gel de 

empacotamento e  20mA até o final. 

 

 

 3.9.1 Preparação do gel 

 

 

 O gel de corrida foi preparado a partir de uma solução acrilamida e bis-acrilamida 

(12,5%) em tampão Tris-HCl (0,375M, pH 8,8) e dodecil sulfato de sódio (SDS - 1%). Foi 

acrescentada uma solução de persulfato de amônio (10%) e TEMED (PA). O gel de 

empacotamento foi preparado a partir de uma solução acrilamida e bis-acrilamida (5%) e 

utilizado o tampão Tris HCl (0,275M, pH 6,8).  

 

 

 3.9.2 Revelação do homogeneizado peptídico 

 

 

  3.9.2.1 Coloração por Coomassie Blue  

   

 

 Após a corrida, o gel permaneceu por 10 minutos em solução fixadora (etanol 25% e 

ácido acético 10%) em agitação leve e em seguida foi lavado por duas vezes com água Milli-

Q. Após a lavagem o gel ficou imerso em  solução corante (2g de coomassie blue, ácido 

acético 25% e etanol 10%) por uma hora e depois descorado com água Milli-Q até a 
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visualização das bandas. 

 

 

  3.9.2.2 Fluorescência   

 

 

 Para a confirmação da síntese do peptídeo recombinante foi utilizado o sistema 

InVision
TM

 His-tag (Invitrogen), um corante que fluoresce na presença de resíduos de 

histidina. O experimento foi realizado no Laboratório de Animais Transgênicos/UNIFESP. 

  Logo após a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi fixado por uma hora em solução 

fixadora (etanol 30%, ácido acético 6% e Milli-Q). Logo em seguida o mesmo foi lavado por 

10 minutos em água Milli-Q e permaneceu submerso em solução InVision His-tag In-gel 

Stain por 12 horas protegido de luz. Após 12 horas, o gel foi lavado com solução de 20mM de 

fosfato pH 7.8 até a visualização máxima das bandas. 

 

 

  3.9.2.3 Ensaio imunorradiográfico em sistema Western Blot 

 

 

 Após a eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada a transferência do peptídeo 

para membrana de nitrocelulose (Hybond - ECL Nitrocellulose Membrane


 - Amershan 

Bioscience), à 20mA por 3 horas em cuba de transferência, utilizando tampão de transferência 

(0,025M Tris, glicina 1,44% em etanol 20% gelado). Após a transferência, a membrana foi 

bloqueada com a solução de bloqueio (Tween 20 - 0,05%, leite em pó desnatado - Molico - 

5% em PBS (35mM fosfato de sódio; 150mM NaCl) por uma hora sob agitação constante. 

Em seguida a membrana foi submetida a solução de lavagem PBST (tampão PBS acrescido 

de 0,3% Tween-20 ) 3 vezes por 5 minutos sob agitação.  Em seguida, a membrana foi 

incubada com 10 mL do anticorpo primário Monoclonal Anti-poli-histidina produzido em 

camundongo (Sigma) na diluição 1:2000. A incubação primária foi realizada por 3 horas sob 

agitação orbital leve em temperatura ambiente. A membrana foi lavada em tampão PBS três 

vezes. Após a lavagem, a membrana foi incubada em solução contendo 10 mL do anticorpo 

secundário Anti-IgG de camundongo, conjugado com a enzima peroxidase produzido em 

cabra (Sigma) na diluição 1:2000. A incubação secundária foi realizada por duas horas sob 

agitação orbital leve em temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi lavada quatro 
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vezes em tampão PBS por 15 minutos. O experimento foi realizado no Laboratório de 

Animais Transgênicos/UNIFESP. 

 Para a revelação, utilizamos o Amersham ECL Advance Western Blotting Detection 

Kit, e a emissão de luz foi detectada em filme radiográfico (Amersham Hyperfilm ™ ECL – 

High Performance Chemiluminescent Film - GE Healthcare – Amershan). Para cada 

membrana foram preparados 2mL de solução reveladora (1mL da solução A e 1mL da 

solução B - ambas fornecidas pelo kit). A membrana foi incubada com essa solução por 3 

minutos protegida de luz. Em sala escura, a membrana foi exposta ao filme radiográfico 

(Amersham) por 5 segundos e o mesmo foi submetido a tampão revelador, fornecido pelo kit, 

por 5 minutos e em seguida o filme foi lavado com água Milli-Q. Após a lavagem, o filme foi 

incubado em tampão fixador, fornecido pelo kit, por 5 minutos e em seguida lavado com água 

Milli-Q. Todos os anticorpos foram diluídos em solução de bloqueio. O experimento foi 

realizado no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia - DMIP/UNIFESP.   

 

 

3.10 Purificação em coluna de Níquel 

 

 

 A purificação do peptídeo foi realizada através de cromatografia por afinidade em 

coluna de Níquel (Ni-NTA) no Laboratório de Biofísica no Instituto de Ciências Biológicas 

da UFMG.  O extrato total de peptídeo expresso foi centrifugado por 5 minutos à 10.000rpm e 

o sobrenadante transferido para a coluna contendo a resina Protino
®
 Ni-TED (Macherey-

Nagel) A coluna foi anteriormente  lavada e equilibrada com o tampão LEW (0,1M de 

NaH2PO4; 0,01M de NaCl - pH 8,0) e para a eluição do peptídeo foi aplicado 100mM de 

imidazol. Foram coletadas alíquotas nas quais procuramos evidenciar o peptídeo wsp através 

de eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Amplificação da porção hipervariável do gene WSP em Solenopsis 

saevissima e Aedes albopictus 

 

 

 O DNA total extraído a partir de exemplares dos insetos hospedeiros foi amplificado 

em sistema PCR para a sequência extracelular do gene WSP. Como controle da reação de 

amplificação, foi simultaneamente amplificado um segmento marcador do genoma artrópode, 

o gene 28S rDNA.  

 Um segmento amplificado de aproximadamente 620pb, conforme esperado, foi obtido. 

A amplificação do segmento wsp confirmou a infecção daqueles exemplares pelo 

endossimbionte Wolbachia.  

 Os resultados dessas amplificações são apresentados na figura 4. Nas figuras 4A e 4B 

as sequências amplificadas a partir dos genes WSP, obtidos dos hospedeiros S. saevissima e 

Ae. albopictus respectivamente, são comparados ao marcador 28S rDNA. Nas figuras 4C e 

4D observa-se a prevalência da infecção nos hospedeiros S. saevissima e Ae. albopictus. 

 

 
Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1%. A - 1 e 2 - produtos de ampliação da sequência WSP em 

hospedeiro Solenopsis saevissima; 3 e 4 - produtos de ampliação do gene 28S rDNA em S. saevissima; M - 

marcador molecular 100pb (Invitrogen); B: 1 e 2 - produto de amplificação da sequência wsp em hospedeiro 

Aedes albopictus ; 3 e 4 - amplificação do gene 28S rDNA em Ae. albopictus; M - marcador molecular 100pb 

(Invitrogen); C - Produto de amplificação da sequência WSP em hospedeiro S. saevissima; M - marcador 

molecular 50pb (Ludwig); D - produto de amplificação da sequência WSP em hospedeiro Ae. albopictus; M - 

marcador molecular 50pb (Ludwig). 

  

 As sequências WSP obtidas a partir dos diferentes hospedeiros invertebrados foram 

amplificadas e aplicadas simultaneamente no mesmo gel (figura 5). É possível verificar que 
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existe discreta diferença no tamanho das sequências do segmento amplificado, obtidas a partir 

de diferentes hospedeiros. 

 
Figura 5 - Comparação da sequência WSP obtida a partir de diferentes hospedeiros. 1 - produto de amplificação 

da sequência WSP em Solenopsis saevissima; 2 - produto de amplificação da sequência WSP em  Aedes 

albopictus; M - marcador molecular de 100pb (Invitrogen). Gel de agarose 1%. 

 

 

4.2 Clonagem da sequência wsp em bactérias competentes 

 

 

 A partir dos resultados positivos das amplificações das sequências wsp, os produtos 

das reações de amplificação foram ligados ao vetor pEXP5-CT/TOPO


 (Invitrogen) e em 

seguida clonados em E. coli Top 10. Após o crescimento das colônias em meio líquido 

(SOC), as células foram semeadas e as colônias ampicilina-resistente (AMP-R) foram 

selecionadas, as quais são indicadoras do resultado positivo da inserção do vetor (figura 6 - A 

e B).  

 

 

 
 Figura 6 - Colônias das bactérias transformadas (ampicilina-resistente) e semeadas em placas com LB-

Agar/AMP contendo o inserto wsp derivado de diferentes insetos hospdeiros. A - Aedes albopictus; B - 

Solenopsis saevissima. 
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 As colônias positivas foram selecionadas e transferidas para uma nova placa de Petri, 

previamente numerada, contendo o meio LB-Agar/AMP (figura 7). Esse procedimento foi 

necessário para que as análises seguintes, sobretudo relativas a orientação do inserto 

pudessem identificar as colônias de interesse. 

 

 

 
Figura 7 - Identificação das colônias de bactérias transformadas em placa de Petri previamente numerada 

contendo o inserto WSP derivado de diferentes insetos hospdeiros. A - Aedes albopictus; B - Solenopsis 

saevissima. 

 

 

4.3 Controle das colônias transformadas para o inserto. Extração do vetor. 

 

 

 Com o objetivo de verificar a presença do inserto nas colônias transformadas pelo 

vetor, procedemos a amplificação do vetor a partir de colônias previamente identificadas 

(figura 7), utilizando os iniciadores do vetor pEXP5-CT/TOPO


 (T7 - F e R) e em seguida as 

colônias foram analisadas através dos iniciadores para a sequência do gene WSP. Através 

desse procedimento pudemos confirmar a inserção do vetor e a presença do inserto no vetor. 

 

 

 4.3.1 Frequência do inserto WSP derivado do hospedeiro S. saevissima 

 

 

 Os resultados das amplificações dos vetores contendo o inserto derivado do 

hospedeiro S. saevissima, a partir do uso dos iniciadores do vetor são apresentados na figura 
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8A. É possível verificar nessa figura que as colônias 1, 2, 3, 4, 6, e 7 nas posições 1, 2, 3, 4, 6 

e 7 respectivamente, foram transformadas pelo vetor e  possuem o inserto. A presença deste 

último foi inicialmente deduzida em razão do tamanho do segmento amplificado (ver figura 

2C do Material e Métodos). Entretanto, as colônias 5 e 8, nas posições 5 e 8 do gel, foram 

transformadas pelo vetor, contudo não possuem o inserto. É possível verificar nas colônias 

positivas para o inserto a presença de uma segunda banda, de aproximadamente 250pb, o que 

pode indicar que mais de um vetor possa ter sido introduzido na célula. Vetores não contendo 

o inserto possuem maior probabilidade de serem introduzidos nas células de E. coli do que 

aqueles contendo o inserto.   

 As colônias selecionadas contendo o vetor e o inserto derivado do hospedeiro S. 

saevissima, foram novamente amplificadas, contudo neste experimento foram utilizados os 

iniciadores específicos para o gene WSP. O objetivo deste experimento foi confirmar a 

presença do inserto WSP, o que foi verificado através do padrão de amplificação (figura 8B). 

As colônias 1, 2, 3, 4, 6 e 7 nas posições 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do gel indicam a presença da 

sequência WSP inserida no vetor derivado do hospedeiro S. saevissima.  

 

 

 
Figura 8 - Produto de amplificação a partir de colônias ensaiadas para transformação com vetor pEXP5-

CT/TOPO


 contendo o inserto derivado do hospedeiro Solenopsis saevissima. A - produto de amplificação 

utilizando os iniciadores do vetor sendo 1 ao 4, 6 e 7 amostras positivas para a ligação do gene WSP ao vetor e 5 

e 8 amostras negativas para a ligação do gene WSP ao vetor; B - produto de amplificação utilizando os 

iniciadores específicos para o gene WSP.  M - Marcador molecular de 50pb (Ludwig). 

 

 

 

 4.3.2. Frequência do inserto WSP derivado do hospedeiro Ae. albopictus 

 

 

 Os resultados das amplificações dos vetores contendo o inserto derivado do 

hospedeiro Ae. albopictus, através dos iniciadores do vetor são apresentados na figura 9A. É 
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possível verificar na figura 9A que as colônias  43, 48 e 49, nas posições 3, 8 e 9 

respectivamente, foram transformadas pelo vetor e possuem o inserto. Do mesmo modo que 

no experimento anterior, a presença deste último foi inicialmente deduzida em razão do 

tamanho do segmento amplificado (ver figura 2C do Material e Métodos).  Entretanto, as 

colônias 41, 42, 44, 45, 46 e 47, nas posições 1, 2, 4, 5, 6 e 7 respectivamente, foram 

transformadas pelo vetor, contudo não possuíam o inserto.  

 As colônias selecionadas contendo o vetor e o inserto derivado do hospedeiro Ae. 

albopictus, foram também amplificadas utilizando os iniciadores específicos para o gene 

WSP, e a presença do inserto foi novamente confirmada (figura 9B). As colônias 43, 48 e 49, 

nas posições 1, 2 e 3 do gel indicam a presença do segmento WSP inserido no vetor derivado 

do hospedeiro Ae. albopictus. 

 

 
Figura 9 - Produto de amplificação a partir de colônias ensaiadas para transformação com vetor pEXP5-

CT/TOPO


 contendo o inserto derivado do hospedeiro Aedes albopictus. O vetor sem o inserto tem 230pb 

enquanto que o vetor ligado ao fragmento do gene WSP tem 850pb. A - produto de amplificação utilizando os 

iniciadores do vetor sendo 3, 8 e 9  amostras positivas para a ligação do gene WSP ao vetor e 1, 2, 4 ao 7 

amostras negativas para a ligação do gene WSP ao vetor; B - produto de amplificação utilizando os iniciadores 

específicos para o gene WSP. M - Marcador molecular de 50pb (Ludwig). 

 

 

4.4 Seleção das colônias segundo a orientação do inserto 

 

 

 As colônias positivas para a presença do inserto foram mantidas em meio de cultura 

LB-líquido contendo ampicilina e posteriormente foram submetidas a extração do vetor. Para 

a confirmação da orientação do inserto, os vetores foram extraídos e amplificados através de 

diferentes combinações entre os iniciadores do gene WSP e os iniciadores do vetor (T7 R e 

F). A identificação da orientação foi possível devido ao tamanho do produto amplificado, 

conforme o previsto para cada hipótese de anelamento dos iniciadores e inserção do segmento 
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do gene WSP (ver figura 3, Material e Métodos ). 

 

 

 4.4.1 Análise do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro S. saevissima 

 

 

 Os resultados da amplificação do produto da extração do vetor contendo a sequência 

WSP de Wolbachia obtida de hospedeiros S. saevissima são apresentados para cada colônia 

examinada (figura 10). Através da combinação dos iniciadores T7 F e 691 R todas as colônias 

selecionadas foram amplificadas. Para aquelas colônias, cujo inserto foi corretamente 

inserido, esperávamos a obtenção de produtos amplificados de aproximadamente 700pb. 

Entretanto, nas colônias cuja inserção foi incorreta, não há amplificação de sequência, devido 

a incompatibilidade de orientação de iniciadores e da ação polimerase específica da enzima 

Taq. Portanto, as colônias 2, 3, 4 e 6, nas posições equivalentes na figura 10A, indicam a 

correta orientação do inserto. Esses resultados foram confirmados através da combinação dos 

iniciadores T7 R e 81 F/Kozak na figura 10B, cujo produto de amplificação esperado é de 

770pb.  

 

 

 
Figura 10 - Amplificação do produto da extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Solenopsis 

saevissima. A -utilizando os iniciadores T7 F e 691 R; B - utilizando os iniciadores T7 R e 81 F/Kozak; M - 

marcador molecular de 50pb (Ludwig). 
 

 

 

 4.4.2 Análise do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Ae. albopictus. 
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 A figura 11 apresenta os resultados da amplificação do produto da extração do vetor 

contendo o inserto derivado do hospedeiro Ae. albopictus. Conforme justificado acima, foi 

possível deduzir que as colônias 43 e 48, nas posições 1 e 2 do gel respectivamente, 

amplificadas a partir da combinação de iniciadores T7 F e 691 R, não apresentaram a inserção 

correta da sequência WSP de Wolbachia derivado do mosquito Ae. albopictus. Somente a 

colônia 49 na posição 3 do gel apresentou a correta orientação do inserto. A seguir as 

amostras foram novamente amplificadas, contudo foram utilizadas a combinação de 

iniciadores T7 R e 81 F/Kozak. Através desse novo experimento foi confirmado a correta 

orientação do inserto na colônia 49, posição 6 do mesmo gel, tendo sido obtido um produto de 

amplificação de aproximadamente 770pb (figura 11). 

 

 
Figura 11 - Amplificação do produto da extração de vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Aedes 

albopictus. 1 ao 3 - utilizando os iniciadores T7 F e 691 R; 4 ao 6 - Utilizando os iniciadores T7 R e 81 F/Kozak; 

M - Marcador molecular 50pb (Ludwig).  Gel de agarose 1%. 

 

 

 Todos os resultados referentes à combinação dos iniciadores com o objetivo de 

identificação dos vetores contendo o inserto em orientação correta, foram reunidos em único 

gel (figura 12 e 13).  

 Os resultados das amplificações do produto da extração do vetor, contendo o inserto 

derivado do hospedeiro S. saevissima, foi realizado através da combinação dos iniciadores T7 

F e R, e 81F e 691R (Figura 12). Ensaios utilizando os iniciadores T7 F e 691 R em conjunto 

indicaram que a colônia 10, posição 2 do gel, corresponde ao vetor com a correta inserção da 

sequência. Entretanto, a colônia 9, posição 1, devido a ausência de produto de amplificação, 

indicou que a sequência está invertida no vetor. As mesmas colônias, 9 e 10 foram novamente 

submetidas a amplificação, posições 3 e 4 do gel (figura 12),  desta vez através da 

combinação de iniciadores T7 R e 81 F/Kozak. Os resultados confirmaram o padrão 

anteriormente descrito de inserção da sequência wsp no vetor. As colônias também foram 

amplificadas com os iniciadores do vetor (T7F e R), posições 5 e 6 do gel (figura 12). A 



44 
 

colônia 10 apresentou o produto de amplificação, o que indica a presença do vetor nessa 

colônia e o tamanho do produto amplificado está de acordo com a indicação de presença do 

inserto (Figura 12, posição no gel 6). A colônia 9, posição 5, não gerou qualquer produto de 

amplificação, possivelmente devido a falha experimental. Todavia, o vetor derivado dessa 

mesma colônia foi amplificado com os iniciadores para o gene WSP, cujo resultado indica a 

presença do inserto (figura 12, posição no gel 7). A colônia 10 também foi submetida a 

amplificação pelos iniciadores específicos para o gene WSP. O resultado obtido evidenciou a 

presença do inserto WSP no vetor (figura 12, posição no gel 8). 

 O controle para a presença do vetor nas colônias transformadas 50 e 51, contendo 

sequências WSP obtidas a partir de hospedeiro Ae. albopictus, foram obtidos a partir dos 

produtos da extração dos vetores das colônias transformadas. Em seguida, amplificados com 

os iniciadores do vetor. As posições 7 e 8 da figura 13 indicam a presença do vetor nas 

colônias 50 e 51. A presença do inserto referente a sequência do gene WSP, também foi 

confirmada para as mesmas colônias, devido a obtenção de um produto amplificado a partir 

dos iniciadores específicos para WSP (Figura 13, posições 5 e 6) 

 Os produtos da extração de colônias contendo o vetor de transformação derivado de 

experimentos iniciados a partir do hospedeiro Ae. albopictus  também foram amplificados. 

Através da combinação dos iniciadores T7 F - 691 R, e T7 F - 81 F/Kozak foi possível a 

confirmação da orientação do inserto no vetor. Nas posições 1 e 3 (Figura 13) as 

amplificações foram feitas utilizando a combinação dos iniciadores T7 F e 691 R para as 

colônias 50 e 51. Nas posições 2 e 4 as amplificações das colônias 50 e 51 respectivamente, 

foram realizadas utilizando a combinação dos iniciadores T7 R e 81 F/Kozak. Ambas as 

amplificações confirmaram a correta inserção do inserto para as duas colônias.  

 

 
Figura 12 - Amplificação do produto da extração de vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Solenopsis 

saevissima. 1 e 2 - utilizando os iniciadores T7 F e 691 R; 3 e 4 - Utilizando os iniciadores T7 R e 81 F/Kozak; 5 

e 6 - utilizando os iniciadores T7 F e R; 7 e 8 - Utilizando os iniciadores 691 R e 81 F/Kozak; M - marcador 

molecular 50pb (Ludwig). 
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Figura 13 - Amplificação do produto da extração de vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Aedes 

albopictus. 1 e 3 - utilizando os iniciadores T7 F e 691 R; 2 e 4 - utilizando os iniciadores T7 R e 81 F/Kozak;  5 

e 6 - utilizando os iniciadores 691 R e 81 F/Kozak; 7 e 8 - utilizando os iniciadores T7 R e F;  M - marcador 

molecular 50pb (Ludwig). 
 

 

4.5 Eficiência da transformação das colônias 

 

 

 4.5.1 Ensaios a partir do segmento WSP derivado do hospedeiro S. saevissima. 

  

 

 A frequência de sucesso da transformação do vetor ligado ao inserto derivado do 

hospedeiro S. saevissima das colônias selecionadas foi de 31%. A frequência da 

transformação devido à presença do vetor na ausência do inserto ligado nas colônias 

selecionadas foi de 69% (figura 14A). 

 Entre as colônias transformadas que continham o vetor ligado ao inserto verificamos 

que 44% dessas colônias apresentaram a orientação correta de inserção e 56% apresentaram 

inversão na inserção da sequência WSP durante a clonagem (figura 14B). 

 

 

 4.5.2 Ensaios a partir do segmento WSP derivado do hospedeiro Ae. albopictus. 

 

 

 A frequência de sucesso da transformação do vetor ligado ao inserto derivado do 

hospedeiro Ae. albopictus das colônias selecionadas foi de 65%. A frequência da 

transformação devido à presença do vetor na ausência do inserto ligado nas colônias 

selecionadas foi de 35% (figura 15A). 

 Entre as colônias transformadas que continham o vetor ligado ao inserto verificamos 
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que 23% dessas colônias apresentaram a orientação correta de inserção e 77% apresentaram 

inversão na inserção da sequência WSP durante a clonagem (figura 15B). 

 

 

 
Figura 14 - Percentual de células transformadas pelo vetor pEXP5-CT/TOPO contendo ou não o inserto 

derivado do hospedeiro Solenopsis saevissima. A – Percentual de células contendo o vetor/inserto dentre as 

células selecionas (verde) e percentual de células contendo somente o vetor (vermelho), dentre as células 

selecionadas; B – Percentual de células com a orientação do inserto correta dentre as células contendo 

vetor/inserto (roxo) e percentual de células com a orientação do inserto invertida (preto), dentre as células 

contendo vetor/inserto. 

 

 

 

 

 
Figura 15 - Percentual de células transformadas pelo vetor pEXP5-CT/TOPO contendo ou não o inserto 

derivado do hospedeiro Aedes albopictus. A – Percentual de células contendo o vetor/inserto dentre as células 

selecionas (verde) e percentual de células contendo somente o vetor (vermelho), dentre as células selecionadas; 

B – Percentual de células com a orientação do inserto correta dentre as células contendo vetor/inserto (roxo) e 

percentual de células com a orientação do inserto invertida (preto), dentre as células contendo vetor/inserto. 

 

 

4.6 Análises de espectrofluorescência 
  

 

 A expressão do peptídeo recombinante depende de uma concentração mínima do DNA 
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(ng/L), portanto as amostras selecionadas contendo a correta inserção da sequência wsp, 

antes de serem utilizadas, foram quantificadas por espectrofluorescência.   

 A tabela 2 apresenta os resultados da concentração do DNA total, resultante da 

extração do vetor, contendo o inserto wsp derivado do hospedeiro S. saevissima. E a tabela 3 

apresenta os resultados da concentração de DNA total resultante de extração do vetor 

contendo o inserto WSP derivado do hospedeiro Ae. albopictus.  

 

Tabela 2 - Concentração de DNA total estimado por Espectrofluorescência na solução de 

extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Solenopsis saevissima 

 
 

Amostras 
Concentração do DNA total 

(ng/uL) 
Coeficiente de Absorbância em 

260/280 (nm) 
 

Colônia 3 

 

144.4 

 

1.97 

Colônia 4 312.4 1.91 

Colônia 6 165.0 1.87 

Colônia 10 244.9 1.94 

 
 

 

Tabela 3 - Concentração de DNA total estimado por Espectrofluorescência na solução de 

extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Aedes albopictus 

 
 

Amostras 
Concentração do DNA total 

(ng/uL) 
Coeficiente de Absorbância em 

260/280 (nm) 

 

Colônia 49 

 

459.3 

 

1.87 

Colônia 50 383.1 1.88 

Colônia 51 328.0 1.85 

 

 

 

4.7 Caracterização das sequências do inserto. Sequenciamento 

 

 

 As amostras selecionadas, contendo a orientação do inserto na direção correta também 

foram submetidas à análise por sequenciamento e posteriormente foram comparadas. A figura 
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16A apresenta a comparação entre a sequências do gene WSP derivado do hospedeiro S. 

saevissima (wsae) e a sequência do gene WSP derivado do hospedeiro Ae. albopictus (walb). 

Foi verificado um considerável número de substituições entre as sequências de 

WSPexaminadas.   

 A sequência de aminoácidos também foi comparada entre ambos os hospedeiros 

distintos (Figura 16 B). É possível verificar que as substituições de bases implicaram em 

substituição de aminoácidos na seqüência marcadora de Wolbachia. Ambos os resultados 

estão de acordo com o esperado, uma vez que a porção do gene WSP amplificado constitui 

uma região de expressiva variação. Além disso, esse resultado está de acordo com a hipótese 

de que o peptídeo WSP possa constituir um elemento importante na associação com a célula 

hospedeira. 
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Figura 16 - Caracterização da sequência do inserto. A: comparação entre a sequência do gene WSP derivado do 

hospedeiro Aedes albopictus (walb) e a sequência do gene WSP derivado do hospedeiro Solenopsis saevissima 

(wsae). Sítio 119 à 520 – Maega 4.0. B: comparação entre a sequência de aminoácidos do gene WSP derivado do 

hospedeiro Aedes albopictus (walb) e a sequência do gene WSP derivado do hospedeiro Solenopsis saevissima 

(wsae). 

 

 

4.8 Ensaio de expressão do peptídeo recombinante WSP 

 

 

 A partir do protocolo do fabricante, foram realizados até o momento, 13 ensaios de 

expressão da proteína recombinante. Sendo que, em sete ensaios foram utilizados os produtos 

da extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Ae. albopictus e em seis 

ensaios foram utilizados os produtos da extração do vetor contendo o inserto derivado do 

hospedeiro S. saevissima. As amostras testadas nos ensaios foram selecionadas de acordo com 
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a maior concentração do DNA (tabelas 2 e 3). 

   

 

 4.8.1 Ensaio de expressão do peptídeo recombinante. Determinação do tempo de 

incubação. 

 

 

 O protocolo proposto pelo fabricante não estabelece o tempo de incubação do vetor 

com os reagentes e o sistema de tradução in vitro para obtenção da concentração ótima do 

peptídeo.  

 Assim sendo, procuramos padronizar dentro do intervalo de 3 e 6 horas, o tempo de 

incubação do extrato de E. coli otimizado contendo os componentes da maquinaria de 

expressão e o vetor/inserto. 

 Entretanto, os resultados não foram conclusivos. Na figura 17 foram comparados os 

resultados obtidos entre as amostras incubadas durante 3, 4, 5 e 6 horas, correspondentes às 

posições de 1 a 4 no gel, respectivamente. As discretas variações na densidade observadas no 

gel não asseguraram que houve variação na concentração do produto peptídico a partir do 

sistema in vitro de expressão. Até o presente momento, a concentração peptídica no extrato 

não foi estimada devido ao reduzido volume obtido das amostras.  

 Apesar dos resultados não conclusivos, optamos por uma incubação de 4 horas para 

todos os demais ensaios.   
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Figura 17 – Determinação do tempo de incubação. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12.5%, corado com 

nitrato de prata. 1 - ensaio com 3 horas de incubação; 2 - ensaio com 4 horas de incubação; 3 - ensaio com 5 

horas de incubação; 4 - ensaio com 6 horas de incubação; M - marcador molecular PageRuler Prestained 

(Fermentas).  

 

 

4.9 Identificação do peptídeo recombinante.   

 

 

 As amostras contendo o vetor/inserto, nas quais foram obtidos os resultados positivos 

em relação aos parâmetros requeridos no kit ‘Expressway Cell-Free E. coli System’, assim 

como, o controle negativo (ausência do vetor) foram submetidos a eletroforese em gel de 

acrilamida 12,5% para visualização dos peptídeos sintetizados. 

 

 

 4.9.1 Identificação através de coloração inespecífica. Comassie Blue. 

 

 Foram realizados quatro ensaios: 

  Produtos da extração do vetor obtidos a partir do hospedeiro S. saevissima (figura 18, 
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posição 2); 

 Produtos da extração do vetor obtidos a partir do hospedeiro Ae. albopictus (figura 18, 

posições 3 e 4); 

 Controle negativo, posição 1 (figura 18).  

 Através da utilização de coloração inespecífica em Comassie Blue, não foi possível 

identificar o produto peptídico de interesse, correspondente ao gene WSP. O conteúdo 

molecular do kit Expressway Cell-free E.coli System contém inúmeros peptídeos, os quais 

dificultam a identificação, inclusive quando as amostras foram comparadas com o grupo 

controle.  

 

 

 
Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, corado com comassie blue. 1 - controle negativo; 2 - 

hospedeiro Solenopsis saevissima; 3 e 4 - hospedeiro Aedes albopictus; M - marcador molecular PageRuler 

Prestained (Fermentas).  

 

 

 4.9.2 Identificação através de coloração especifica para cauda de histidina. 

InVision His-tag. 

 

 

 Durante a expressão da sequência WSP foram introduzidos seis resíduos de histidina 

na extremidade C-terminal do peptídeo recombinante. Devido à implantação da cauda de 
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histidina no peptídeo recombinante, utilizamos em nosso estudo a metodologia de 

identificação do peptídeo através de coloração fluorescente específica para resíduos de 

histidina.  

 Os resultados obtidos são apresentados na figura 19. O controle negativo na posição 1 

do gel indica a fluorescência basal do método.  

 Nas posições 3, 4, 5 e 6 do gel (figura 19) foram aplicadas as amostras derivadas dos 

ensaios de expressão a partir de produtos da extração do vetor contendo o inserto derivado do 

hospedeiro S. saevissima. As posições 7, 8 e 9 correspondem aos ensaios obtidos a partir de 

produtos da extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro Ae. albopictus.  

 Nas posições 4 e 6 as amostras foram concentrados em evaporador centrífugo Speed 

Vac antes de serem aplicadas. A posição 2 não contém amostra. Através dessa metodologia 

foi possível identificar a expressão do peptídeo recombinante. O peso molecular foi estimado 

entre 15 e 20 kDa, a impressão se deve ao „‟rastro‟‟ deixado no gel pelo sistema de coloração 

empregado. 

 

 

 
Figura 19 - Gel de poliacrilamida 12,5%, corado com InVision His-tag. 1 - controle negativo; 2 - sem amostra; 3 

ao 6 - hospedeiro Solenopsis saevissima, sendo que 4 e 6 amostras concentradas de 3 e 5 respectivamente; 7 ao 9 

- hospedeiro Aedes albopictus; M - marcador molecular PageRuler Prestained (Fermentas).  

 

 

 4.9.3. Identificação através de coloração especifica para cauda de histidina - 

anticorpo anti-histidina. Western Blot 

 

 

 O ensaio anticorpo-específico para resíduos de histidina foi aplicado em sistema 

western blot para caracterização e confirmação da expressão do peptídeo de interesse. Após a 
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eletrotransferência dos peptídeos para uma membrana de nitrocelulose (NC), a NC foi corada 

com Ponceau, para confirmação da eletrotransferência. 

 A partir da eletrotransferência dos peptídeos para a membrana de nitrocelulose, esta 

foi exposta à anticorpos primário e em seguida à anticorpo secundário conjugado e revelado 

em filme de autoradiografia (Hyperfilm
TM 

ECL) conforme protocolo do fabricante (GE 

Healthcare – Amershan). 

 Na posição 9 da figura 20 foi adicionado o controle negativo. Nas posições 1, 2 e 3 

estão os ensaios a partir de produtos da extração do vetor contendo o inserto derivado do 

hospedeiro Ae. albopictus e nas posições 4, 5, 6, 7, e 8 estão os ensaios a partir de produtos da 

extração do vetor contendo o inserto derivado do hospedeiro S. saevissima. 

  Foi possível uma discreta reação do peptídeo recombinante nas amostras 1, 2 e 6, 

próximas ao peso de molecular de 17kDa, esperado para os resíduos de aminoácidos 

conforme sequência determinada no presente estudo (figura 16 B). Todavia, devido a reduzida 

resolução obtida através de anticorpos anti-histidina, foram desenvolvidos ensaios para a 

purificação dos homogeneizados.  

 

 

 
 

Figura 20 - Imunoreatividade à calda de histidina de amostras de proteínas do extrato total da síntese in-vitro, 

cell-free. 1 ao 3 - síntese a partir de extraído de DNA de Aedes albopictus ; 4 ao 8 - síntese a partir de extraído de 

DNA de Solenopsis saevissima ; 9 - controle negativo; M - marcador molecular Kaleidoscope (Bio-Rad).  

 

 

 4.9.4 Identificação através de cromatografia de afinidade 

 

 

 Para a purificação do peptídeo WSP, o extrato total sintetizado foi aplicado em coluna 

de Níquel e posteriormente submetido à cromatografia de afinidade. O peptídeo WSP foi 

eluído com 10mM de Imidazol. As alíquotas foram coletadas para análise em eletroforese, e 

os resultados obtidos são apresentados na Figura 21. 

 Na posição A da figura 21, é apresentado o resultado em gel da alíquota contendo a 
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amostra do peptídeo recombinante WSP obtido a partir do hospedeiro S. saevissima. Na 

posição B da figura 21, é apresentado o resultado em gel da alíquota contendo a amostra do 

peptídeo recombinante WSP obtido a partir do hospedeiro Ae. albopictus. 

       

 

 
Figura 21: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%. Peptídeo WSP derivado de hospedeiros distintos de 

Wolbachia, purificado por cromatografia de afinidade em coluna de Níquel (Seta). M– marcador molecular. A – 

derivado de hospedeiro Solenopsis saevissima (20kDa e 15kDa). B - derivado de hospedeiro Aedes albopictus 

(15kDa). 

 

 

 Foi possível constatar que dois produtos peptídicos recombinantes distintos foram 

obtidos a partir de Wolbachia derivada de S. saevissima. Um desses peptídeos possui um peso 

molecular de aproximadamente 20kDa e o outro 15kDa. Entretanto, o mesmo não foi obtido a 

partir de seqências amplificadas do endossimbionte derivado do mosquito Ae. albopictus.   

Os ensaios desenvolvidos no presente estudo possibilitaram a aplicação de um 

protocolo comercial de expressão in vitro - cell free para a obtenção de um peptídeo 

recombinante. Apesar da simplicidade do kit de expressão, os resultados obtidos indicam 

aplicações limitadas para o emprego do kit, sobretudo em relação à dificuldade imposta pelo 

protocolo na identificação e estimativa da concentração final do peptídeo recombinante.  

 

20 kDa 

15 kDa 
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5. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 

 

 A incomum biologia da Wolbachia e as dificuldades relativas ao estudo experimental 

da bactéria, sobretudo devido à impossibilidade de manter culturas desse microorganismo, 

estimularam o desenvolvimento do presente estudo. A Wolbachia, membro da ordem 

Rickettsiales, é um endossimbionte, o qual se diferencia dos outros membros dessa ordem 

devido à capacidade de alterar de modo peculiar os processos celulares de seus hospedeiros. A 

espécie Candidatus cardinium apresenta semelhança em relação a essas alterações, sobretudo 

no que diz respeiro ao seu modo de infecção (GOTHO et al., 2007). 

Além da partenogênese e da feminização, alguns dos efeitos induzidos pela Wolbachia 

em seus hospedeiros (ARAKAKI et al., 2001; VANDEKERCKHOVE et al., 2003), também 

pode provocar a morte de embriões machos durante a embriogênese, resultando no aumento 

quantitativo e talvez qualitativo de embriões do sexo feminino (KAGEYAMA et al.,2004). 

Cada uma dessas alterações reprodutivas, descritas anteriormente, indica que o aumento na 

prevalência de fêmeas infectadas constitui uma estratégia evolutiva acarretando à Wolbachia e 

ao seu hospedeiro infectado um valor adaptativo maior na população. Essa deve ser uma das 

razões do elevado índice de prevalência e disseminação do endossimbionte em populações 

naturais de insetos.   

 Outra razão para que o presente estudo tenha enfatizado a Wolbachia como material de 

estudo é devido ao efeito da incompatibilidade citoplasmática. Este constitui um modelo de 

transmissão característico deste endossimbionte (WERREN et al., 2008). Assim, entendemos 

que o desenvolvimento de métodos de análise e caracterização do endossimbionte deverá 

auxiliar os estudos relativos à biologia desses organismos, assim como ampliar as formas de 

abordagens experimentais.  

 Estimativas do nível de prevalência de Wolbachia nos insetos hospedeiros são 

realizadas através da amplificação de genes marcadores. Em nosso estudo, a infecção foi 

detectada por intermédio da amplificação de uma seqüência de aproximadamente 600pb do 

gene WSP (Wolbachia surface protein) (BRAIG, 1998). O marcador WSP é frequentemente 

utilizado como marcador para infecções de diferentes cepas de Wolbachia. O tamanho 

aproximado do gene WSP é de 700pb (KLASSON et al., 2008), o que inclui regiões que 

codificam áreas conservadas, principalmente aquelas correspondentes a região 

intermembranosa do peptídeo e porções variáveis.  
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Em nosso estudo, a infecção natural entre os hospedeiros Ae. albopictus e S. 

saevissima foi evidenciada através da amplificação do gene WSP, (Figuras 4C e 4D). 

Verificamos que o nível de prevalência obtido em hospedeiros Ae. albopictus foi de 100% o 

que está de acordo com diversos outros estudos realizados nessa espécie hospedeira 

(ROUSSET et al., 1992; STOUTHAMER et al., 1993; O‟NEILL et al., 1995; 

KITTAYAPONG et al., 2002; ZOUACHE et al., 2009). 

Após o nosso grupo evidenciar a presença da Wolbachia em formigas S. saevissima 

(SOUZA et al., 2009), estimamos o nível de prevalência nessa espécie, cujo os valores 

obtidos variaram entre 44% e 90%, o qual é consideravelmente menor do que aquele 

verificado em Ae. albopictus. De acordo com o modelos teóricos propostos por Turelli (1994), 

níveis de prevalência baixo são instáveis. Muitos estudos evidenciaram a infecção de 

Wolbachia em outras espécies do gênero Solenopsis, os quais apresentaram níveis de 

prevalência significativamente diferentes entre as espécies hospedeiras e aquele obtido para S. 

saevissima (JEYAPRAKASH & HOY 2000; SHOEMAKER et al., 2000; KELLER et al., 

2001; VAN BORM et al., 2001; WENSELEERS et al., 2002; VAN BORM et al., 2003). 

 Existe grande variação nas sequências de WSP depositadas no GenBank relativo as 

variantes de Wolbachia obtidas a partir de diferentes espécies de hospedeiros. O peptídeo 

expresso pelo gene WSP constitui uma proteína integral da membrana celular da bactéria. 

Conforme relatado anteriormente, a porção intermembranosa é conservada entre os diferentes 

supergrupos de Wolbachia, contudo a porção extracelular constitui uma região hipervariável, 

o que tem sido considerado como fator importante na interação hospedeiro-simbionte 

(JIGGINS et al., 2002).  

 No presente estudo sequenciamos o gene WSP derivado de ambos os hospedeiros, Ae. 

albopictus e S. saevissima e comparamos ambas as sequências. Os resultados obtidos (Figura 

16A) confirmaram a significativa variação nas sequências de WSP entre os hospedeiros. A 

partir das seqüências, obtivemos a cadeia correspondente de aminoácidos para cada um dos 

peptídeos WSP derivados de Ae. albopictus e S. saevissima (figura 16 B).  

 As sequências do gene WSP derivado de S. saevissima, determinada pelo nosso 

grupo, foi depositada no banco de dados Genbank  (n
os.

 de acesso EU251431 e EU251432), as 

quais poderão auxiliar em futuros estudos filogenéticos do endossimbionte e do próprio 

hospedeiro (DEDEINE et al., 2005; SHOEMAKER et al., 2000). 

 A seguir, efetuamos a purificação e a clonagem de parte do peptídeo WSP. A 

utilização de ambos os hospedeiros para a purificação do antígeno foi devido à variação 

observada na sequência de aminoácidos do peptídeo. Portanto, na hipótese de obtenção de um 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiggins%20FM%22%5BAuthor%5D
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soro anti-WSP, como sonda molecular para a identificação do microorganismo, consideramos 

a possibilidade de que esta possa vir a ser variante-específica para Wolbachia oriunda de 

diferentes hospedeiros. Estudos envolvendo a identificação histológica do endossimbionte, 

bem como o desenvolvimento de métodos de purificação de antígenos marcadores poderão 

ser auxiliados através do uso de um anticorpo específico. 

 Desse modo, existe considerável interesse para a obtenção de soros anti-WSP. 

Embora soros policlonais para Wolbachia tenham sido obtidos em outros estudos (MASUI et 

al., 2001), o objetivo da expressão recombinante da porção extracelular do peptídeo WSP é o 

de possibilitar a síntese de anticorpos específicos aplicados a porção variável desse antígeno, 

os quais poderiam constituir uma sonda antigênica aplicada à variantes específicas do 

simbionte.  

 Para tanto, selecionamos diversos métodos para a obtenção do peptídeo WSP 

recombinante.  

 Entre os métodos examinados, selecionamos o sistema Expressway cell-free, tendo em 

vista a vantagem de dispensar a utilização de culturas, o que foi determinante para viabilizar 

nossos experimentos. Além disso, a simplicidade na sua aplicação, bem como a possibilidade 

de obtenção do peptídeo em um curto período de tempo foi considerada na escolha do 

método. As fases intermediárias são igualmente simples e passíveis de serem adaptadas às 

condições do nosso laboratório.  

 A aplicação desse modelo experimental para a expressão de peptídeos recombinantes 

em sistemas cell-free é incomum. Até o presente momento não havia sido aplicado para 

obtenção de peptídeos recombinantes a partir de microorganismos endossimbiontes. Desse 

modo o presente estudo aproveitou os experimentos para efetuar uma análise da viabilidade 

operacional dessa metodologia. Análises relativas ao desempenho e a concentração do 

produto peptídico foram consideradas. Desse modo, objetivamos a obtenção do peptídeo-alvo, 

ao mesmo tempo em que avaliamos a eficiência e a viabilidade do sistema cell-free de 

expressão. 

  O DNA total foi extraído a partir de homogeneizados dos insetos hospedeiros. A 

sequência variável do gene WSP foi amplificada através de metodologia de rotina em sistema 

PCR (figura 4). A seguir as sequências foram clonadas em vetor específico pEXP5-

CT/TOPO


 (Invitrogen). Selecionamos colônias transformadas crescidas em placa de Petri 

sem a utilização X-Gal, como fez Hildebrandt (2009). De acordo com o protocolo do 

fabricante (Invitrogen), após a clonagem do vetor, a seleção das bactérias clonadas foi 

realizada somente através do crescimento em meio contendo ampicilina. Entretanto, uma vez 
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que as colônias transfectadas pelo vetor crescem em presença de ampicilina, independente da 

presença do inserto no vetor, foi então necessário a confirmação da transformação das 

bactérias competentes com o vetor pEXP5-CT/TOPO


 ligado ao inserto. Para isso foi 

empregado a mesma técnica que Samra (2008). A amplificação em sistema PCR foi realizada 

a partir do DNA obtido diretamente das colônias, no qual foram utilizados os iniciadores 

específicos do vetor, conforme Gao (2009). O resultado positivo indicou a presença do inserto 

no vetor, o que pode ser observado nas figuras 8A e 9A.  

 Durante nossos experimentos foi necessário desenvolver uma metodologia própria 

para a determinação da orientação do inserto. Utilizamos novamente a amplificação em 

sistema PCR como método de análise. Diferente do método utilizado por Li (2008), onde 

foram utilizadas enzimas de restrição para segmentar o vetor associado ao inserto de interesse, 

e somente em seguida sequenciar a porção resultante do vetor que se mantinha ligada ao 

inserto e então verificar a orientação. Em nosso estudo utilizamos iniciadores específicos do 

vetor e do inserto em conjunto para obter essa confirmação, conforme as hipóteses formuladas 

nas figuras 2 e 3 (ver Mat. e Métodos). As formulações apresentadas nas hipóteses de inserção 

basearam-se na possibilidade de anelamento dos diferentes iniciadores utilizados, bem como 

na especificidade da ação polimerase (5‟→3‟) da enzima Taq. Assim, somente teríamos 

produtos de amplificação, e o tamanho esperado da sequência amplificada, se as extremidades 

3‟ dos iniciadores utilizados se posicionassem em direções opostas em cada uma das fitas 

complementares. Então, conforme os resultados obtidos (Figuras 10, 11, 12 e 13), foi possível 

selecionar as colônias, cujo vetor apresentou o inserto na orientação correta.  

 Após a confirmação da orientação do inserto, foram extraídos os vetores das colônias 

selecionadas. De acordo com o protocolo do kit de expressão, foi necessário estimar a 

concentração de DNA total obtido das colônias (Tabela 2 e 3). Selecionamos as amostras que 

obtiveram um valor de concentração de DNA total mais próximo ou até mesmo superior ao 

valor mínimo requerido pelo protocolo do fabricante, visando o melhor desempenho nas 

reações de expressão. Submetemos as amostras selecionadas ao ensaio de expressão de 

peptídeo recombinante de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante.  

Entretanto, os protocolos não estabeleceram o tempo-ótimo para a obtenção do 

peptídeo recombinante. Desse modo, efetuamos diversos ensaios com diferentes tempos de 

expressão com o objetivo de padronizar o tempo ótimo necessário para a síntese do peptídeo 

WSP-recombinante.  

Após a análise eletroforética da expressão do peptídeo recombinante em relação ao 

tempo de incubação (figura 17), optamos em padronizar o tempo dos demais ensaios em 
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quatro horas de incubação mínima. Está decisão foi proposta em razão da discreta diferença 

na resolução das bandas no gel. Todavia, em razão do reduzido volume das amostras e da 

presença de diversos reagentes na amostra, não obtivemos estimativas seguras para a 

concentração do substrato peptídico específico. 

A presença de grande quantidade de reagentes nas amostras constituiu a principal 

dificuldade para aferir a eficiência de expressão do peptídeo recombinante. Mesmo quando, 

entre as amostras analisadas em gel, foram incluídas amostras-controle “brancas” (ausência 

do peptídeo recombinante) não foi possível evidenciar o peptídeo-alvo (Figura 18). Desse 

modo, o método de expressão in vitro deve incluir a adição de reagentes suplementares, os 

quais permitiriam a "marcação" molecular do produto de expressão, de modo semelhante aos 

que foram empregados, a seguir, em nosso estudo. 

 Foram empregados diferentes métodos para evidenciar a eficiência de expressão.  

A expressão da sequência WSP através do vetor pEXP5-CT/TOPO

incluiseis 

resíduos de histidina na extremidade C-terminal do peptídeo recombinante.  Optamos então 

por métodos que se utilizassem do marcador de histidina para evidenciar a expressão do 

peptídeo recombinante.  

 Inicialmente, utilizamos o sistema de coloração InVision His-tag (Invitrogen) para 

identificação da expressão, e a partir da coloração fluorescente específica para resíduos de 

histidina. O extrato total do ensaio de expressão foi submetido à eletroforese e após o término 

da corrida coramos o gel com o  InVision His-tag (Figura 19). Através da utilização desse 

sistema InVision His-tag foi possível evidenciar um produto peptídico, cujo peso molecular 

variava entre 12 e 20 kDa, contendo a cauda de histidina. Todavia, a estimativa do peso 

molecular do peptídeo recombinante foi apenas parcialmente discriminada nesse ensaio, 

devido a dificuldade de resolução do marcador molecular através da coloração utilizando o 

InVision His-tag. Além disso, a coloração apresentou sensibilidade a resíduos do marcador 

depositados e impregnados durante o processo de coloração, o que dificultou a identificação 

nas amostras experimentais positivas.  

 Em seguida, empregamos para a identificação do WSP-recombinante o anticorpo anti-

histidina, o qual reconhece peptídeos portadores de extremidade contendo resíduos de 

histidina. Através da utilização em sistema western blot, o extrato total do ensaio de expressão 

do peptídeo recombinante foi mais uma vez submetido à eletroforese e após o término da 

corrida, efetuamos a eletrotransferência do gel para uma membrana de nitrocelulose.  

Através da coloração da membrana com Ponceau, confirmamos o sucesso da 

eletrotransferência. Após a visualização das bandas, descoramos e submetemos a membrana à 
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incubação com o anticorpo primário Monoclonal Anti-poli-histidina produzido em 

camundongo (Sigma). Lavada, submetemos a membrana a nova incubação, agora com o 

anticorpo secundário Anti-IgG de camundongo, com enzimas peroxidase (Sigma). Utilizamos 

do kit Amersham ECL Advance Western Blotting Detectem para a identificação do peptídeo 

recombinante. Em sala escura expusemos a membrana ao filme radiográfico Amershan 

Hyperfilm ECL - High Performance Chemiluminescent Film, e submetemos o mesmo ao 

tampão revelador e em seguida ao tampão fixador (ambos fornecidos pelo kit). Através do 

filme radiográfico identificamos o peptídeo marcado pela cauda de histidina. Através do 

marcador molecular foi possível estimar o peso molecular do peptídeo recombinante em 

aproximadamente 15kDa (Figura 20). Essa estimativa está de acordo com o esperado para a 

sequência de aminoácidos, segundo o que foi obtido para o antígeno WSP, depositado no 

GenBank e confirmado através do nosso sequenciamento (figura 16 B).  

Confirmada a síntese do peptídeo WSP-recombiante, efetuamos a purificação do 

homogenado total utilizando uma coluna de níquel, a qual retém antígenos, desde que estes 

possuam uma calda poli-A, como é o caso do WSP-recombinante obtido em nosso estudo. 

Somente após a cromatografia de afinidade foi possível a purificação do peptídeo WSP-

recombinante. 

Após a purificação desse peptídeo, foi possível evidênciar diferenças entre os 

antígenos de Ae. albopictus e de S. saevissima, através da análise da massa molecular 

estimada para o peptídeo recombinante derivado de ambas as espécies de insetos hospedeiros 

(figura 21). Foi possível evidenciar que a partir de Wolbachia derivada de S. saevissima foram 

obtidos dois diferentes peptídeos recombinantes de acordo com a massa molecular, o que 

reafirmou a multipla infecção desse hospedeiro (Figura 21, coluna A). Uma vez que em 

estudo anterior (SOUZA et al., 2009), desenvolvido em nosso laboratório, foi proposta a 

múltipla infecção por diferentes variantes genéticas do endossimbionte, deduzida através de 

inúmeras sequências obtidas a partir de diferentes populações de formiga.  

No presente estudo, obtivemos pela primeira vez a expressão de WSP em sistema cell-

free. Diante dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que a utilização de kits de 

expressão que utilizam o sistema cell-free pode constituir método promissor para obtenção de 

peptídeos recombinantes. A simplicidade da técnica é o maior diferencial comparativo aos 

demais métodos que empregam cultura de células para o mesmo objetivo. Apesar das 

necessárias adaptações da técnica e do próprio protocolo do fabricante, obtivemos o peptídeo 

de interesse em um único microtubo no intervalo de até 6 horas. Dificuldades relativas à 

confirmação da expressão do peptídeo foram decorrentes dos inúmeros peptídeos presentes na 
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solução de expressão. Após a purificação do extrato total, evidênciamos diferenças 

moleculares entre os antígenos de Aedes albopictus e Solenopsis saevissima, e foi possível 

evidenciar também a diferença molecular desse antígeno intraespecífica, confirmando a 

multipla infecção por Wolbachia. 

O sucesso na síntese e purificação do peptídeo marcador de Wolbachia, possibilitará a 

obtenção de anticorpos policlonais específicos para WSP. Aos mais, poderão ser selecionados 

a partir de dois critérios, o primeiro é o de imugenicidade espécifica e o segundo critério 

possibilitando a identificação de linhagens ou variantes genética de Wolbachia. O segundo 

critério poderá auxiliar a taxonomia desse endossimbionte. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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